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Цель. Оценка антимикробных свойств оригинальных костных имплантационных ксеноматериалов, импрегнированных по разным технологиям 
ванкомицином. Материалы и методы. Костный ксеноматрикс модифицировали по двум технологиям: адсорбция ванкомицина на поверхности 
материала  и  абсорбция  ванкомицина  в  объеме  материала  с  использованием  промежуточного  носителя.  При  импрегнации  антибиотика 
использовали  метод  сверхкритической  флюидной  экстракции  диоксидом  углерода.  Изучена  кинетика  высвобождения  антибиотика  из 
модифицированного  ксеноматериала. В исследовании  in  vitro изучена  его  антимикробная  активность по отношению S. aureus. Результаты. 
Обнаружено, что выход ванкомицина из материала, выполненного по технологии адсорбции, после 24 часов инкубации составил более 98 % от 
исходного содержания в матриксе. Остаточное содержание антибиотика в среднем составляло 1,75 %. Использование промежуточного носителя 
(L/D  изомер  полилактида)  позволяет  получить материал  с  дозированным пролонгированным  выходом  ванкомицина. В  частности  показано, 
что основной выход (68,16 % от исходного содержания) ванкомицина шел равномерно в течение первых 14 дней. После 30 дней инкубации 
остаточное содержание препарата в костном блоке составило около 22 %. Обнаружено, что изделия, насыщенные антибиотиками по двум разным 
технологиям, проявляли выраженную антимикробную активность в отношении S. aureus. Заключение. Разработанные технологии импрегнации 
ванкомицина в ксеногенный костный матрикс позволяют получить новый модифицированный материал для костной пластики с выраженной 
антимикробной активностью.
Ключевые слова: костный ксеноматериал, биотехнология, антимикробная активность, кинетика высвобождения антибиотика

Objective To assess antimicrobial characteristics of original bone xenomaterial implants with vancomycin impregnated with different technologies. 
Material and methods Bone xenomatrix was modified with two technologies of vancomycin adsorbed on the surface of the material and vancomycin 
adsorbed  in  the  volume  of  the material  through  intermediate  carrier. Antibiotic  was  impregnated  using  supercritical  fluid  extraction with  carbon 
dioxide. Antibiotic release from modified xenomaterial was evaluated and antimicrobial activity against S. aureus assessed in vitro. Results Elution 
of vancomycin over 24 hours from the material produced with absorption technology was 98 % of baseline content in the matrix. Residual content 
of  antibiotic was 1.75 % on average. The use of  intermediate carrier  (L/D polylactide  isomer)  allows  for obtaining material with gradual prolong 
vancomycin release. Major release (68.16 % from baseline content) of vancomycin occurred smoothly over the first 14 days. Bone block eluted 22 % 
of the residual antibiotic load by 30 days of incubation. The products impregnated with antibiotic using two different technologies exhibited evident 
antimicrobial activity against S. aureus. Conclusion Technologies developed to impregnate vancomycin in xenogenic bone matrix are practical to obtain 
new modified bone grafting material with evident antimicrobial activity.
Keywords: bone xenomaterial, biotechnology, antimicrobial activity, antibiotic release kinetics

ВВЕДЕНИЕ

В  настоящее  время  в  травматологии  и  ортопедии 
используется большой спектр имплантационных мате-
риалов различного происхождения  [1]. Однако разра-
ботка новых материалов для задач клинической прак-
тики продолжается  [2, 3]. В этом плане значительное 
число  текущих исследований принадлежит изучению 
возможностей применения в травматологии и ортопе-
дии материалов  естественного происхождения  (ауто-, 
алло- и ксеногенного происхождения) в разнообразных 
модификациях,  в  том  числе  включающих  гибридные 

материалы,  сочетающие  нативную  кость,  модифици-
рованную  различными  биологически  активными  ве-
ществами  [4–9]. Среди этих направлений, по нашему 
мнению, недостаточно оценённым является примене-
ние материалов ксеногенного происхождения [10–13]. 
Хотя в настоящее время технологии получения таких 
материалов позволяют повысить качество за счет сни-
жения его антигенной активности при повышении ме-
ханической  прочности,  что,  в  целом,  приближает  та-
кой материал  по  остеоиндуктивным характеристикам 
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к  ауто-  и  алломатериалам  [14,  15].  Дополнительным 
фактом  является  возможность  повышения  биоактив-
ности костного ксеноматериала за счет импрегнации в 
его объем дополнительных веществ,  стимулирующих 
остеогенез  [16–18].  В  этом  плане  пока  недостаточно 
изучены  возможности  модификации  ксеноматериала 
антибактериальными  веществами,  что  позволит  при 

его применении наряду с замещением кости достигать 
купирования  и/или  предупреждения  развития  в  зоне 
имплантации инфекционного процесса.

Цель исследования – in vitro оценка антимикроб-
ных свойств оригинальных костных имплантационных 
ксеноматериалов,  импрегнированных  по  разным  тех-
нологиям ванкомицином.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Технология получения ксеноматериала. Костный ксе-
номатериал получали из костей быков, возрастом до 6 ме-
сяцев, с соблюдением требований ГОСТ Р ИСО 22442. 
Экспериментальные образцы изготавливались из губча-
той кости, распиленной на блоки 20 × 15 × 5 мм, очищен-
ной от сухожилий ручным способом с помощью ножа. 
Блоки предварительно были промыты проточной водой 
2–3 мин., обработаны в растворе 7 % NaCl 12 часов, уль-
тразвуковой ванне в растворе 0,1 % перекиси водорода 
48 часов. После каждой обработки блоки промывались 
проточной  водой,  затем были подсушены на фильтро-
вальной бумаге перед экстракцией в течение трех часов 
в  пластиковой  таре.  Финальную  глубинную  очистку 
проводили  с  помощью  сверхкритической  флюидной 
экстракции с помощью СО2. Экстракцию проводили с 
использованием  следующих  параметров:  P = 350 атм, 
t = 50 °C, поток 20–22 scfh (ср. 16,9 жидкий СО2 Г/мин.) 
и чередованием по времени циклов,  состоящих из ди-
намического режима (25 мин.) и статического (5 мин.). 
Экстракцию липидов из узла сбора регистрировали ви-
зуально и при регистрации выхода  только  газа  выдер-
живали 25 минут поточного режима для достоверности, 
дополнительно взвешивали образцы, при отсутствии из-
менения массы считали очистку завершенной, а данный 
подход гарантией качества очистки. Изготовление осте-
опластического материала по данной методике описано 
в патенте на изобретение № 2609201 от 14.08.2015.

Далее  опытные  костные  блоки  насыщали  раство-
ром  антибиотика  ванкомицина  по  двум  разным  тех-
нологиям,  обеспечивающим  различную  кинетику  его 
высвобождения из костного материала. Блоки для кон-
троля были сделаны по аналогичной методологии, но 
без импрегнации антибиотика.

Технология импрегнации ванкомицина – Т1. Импрег-
нацию антибиотика по данной технологии осуществля-
ли  путем  заполнения  имеющихся  в  материале  пор  из 
водного раствора лекарственного препарата (адсорбция 
антибиотика). Раствор антибиотика готовили на дистил-
лированной воде в концентрации 5 мг/мл в объеме 50 мл. 
Затем костные блоки размерами 20 × 15 × 5 мм помеща-
ли  в  раствор,  сосуд  с  раствором  загружали  в  реактор 
установки для сверхкритической флюидной экстракции 
Waters (США). В камеру подавали углекислый газ и до-
водили параметры среды до P = 250 атм, t = 25 °С. Уста-
навливали  статический  режим  и  выдерживали  блоки 
3 часа. После костные блоки лиофилизировали в сушке 
VaCО-2 (Zirbus, Германия). Вышедшие блоки стерили-
зовали газовой стерилизацией в среде оксида этанола с 
последующим вакуумированием и  аэрацией  в  течение 
2 суток. Конечное содержание ванкомицина в среднем 
составило 35 мкг в костном блоке.

Технология импрегнации ванкомицина – Т2.  Для 
получения  костного  блока  с  абсорбцией  антибиотика 
в  объеме  материала,  обеспечивающей  замедленное 

вымывание  ванкомицина,  в  качестве  промежуточно-
го  носителя  лекарственной  субстанции  использова-
ли  L,D-полилактид,  который,  покрывая  стенки  пор, 
равномерно  фиксировал  препарат  по  всей  поверх-
ности  косного  матрикса.  Использовали  аморфный 
L,D-полилактид  молекулярной  массой  18 кД,  приве-
денная вязкость которого составляла 0,2 дл/г.

Для  создания  комбинированного  покрытия  на  по-
верхности костного матрикса в раствор этилового спирта 
50 мл добавляли порошок полилактида (1,8 г полимера), 
затем  в  полученный  раствор  добавили  ванкомицин  из 
расчета 2 г в 50 мл. В полученный вязкий раствор поме-
щали  костные  блоки. Для  удаления  остатков  этилового 
спирта и пластификации полимера использовали метод 
сверхкритической  флюидной  экстракции  диоксидов 
углерода. Для этого сосуд с раствором поместили в реак-
тор установки сверхкритической флюидной экстракции 
фирмы «Waters», подали углекислый газ, доводили сре-
ду до P = 25 МПа, T = 32 °С, скорость потока 10 г/мин. 
в  течение  5 минут  (для  отгонки  этилового  спирта),  по-
том устанавливали статический режим при P = 120 МПа, 
T = 32  °С на 60 мин.  (для пластификации и набухания 
полимера).  После  окончания  сбрасывали  давление  до 
атмосферного,  затем  материал  замораживали  и  лиофи-
лизировали.  Вышедшие  блоки  стерилизовали  газовой 
стерилизацией  в  среде  оксида  этанола  с  последующим 
вакуумированием и аэрацией в течение 2 суток. Конечное 
содержание ванкомицина в среднем составило 100 мкг в 
костном блоке.

Для  определения  кинетики  высвобождения  анти-
биотика из костных блоков материал с фиксированным 
антибиотиком помещали в раствор фосфатного буфера 
(рН 7,4) на шейкер. Затем через 30, 60 минут, 2, 4, 6, 
12, 24, 48 часов и далее через каждые трое суток осу-
ществляли  замену  раствора,  в  котором  измеряли  оп-
тическую плотность среды при 280 нм на спектрофо-
тометре UVmini – 1240  (Shimadzu, Япония)  [19]. Для 
построения  калибровочной  зависимости  оптической 
плотности от концентрации ванкомицина использова-
ли стандартные его растворы в буфере.

Методика оценки бактерицидной активности кост-
ного материала in vitro. С целью стандартизации тести-
рования антимикробной активности костного материа-
ла в лабораторных условиях нами был модифицирован 
диско-диффузионный метод оценки, применяемый при 
определении  чувствительности  бактерий  к  антибак-
териальным  препаратам  (Клинические  рекомендации 
«Определение  чувствительности  микроорганизмов  к 
антимикробным препаратам», версия 2018-03).

Тест-микроорганизмы.  Для  оценки  антибактери-
альных  свойств  матрикса  использовали  стандартные 
микробные  культуры.  Для  проверки  антимикроб-
ных  свойств  матрикса  с  ванкомицином  использовали 
штамм S. aureus ATCC 29213.
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Условия культивирования тест-микроорганизмов. 
Тест-микроорганизмы  культивировали  на  мясо-пеп-
тонном  агаре  при  температуре  37 °С  в  течение  18–
24 часов.

Контроль микробных культур.  Культуру  тест-
микроорганизма подвергали контролю качества. Непо-
средственно перед использованием тест-культуры для 
исследовательских целей было необходимо убедиться 
в том, что штамм, выросший на питательной среде, не 
контаминирован посторонней микрофлорой. Для оцен-
ки чистоты роста микробных культур просматривали 
бактериологичесие  посевы  и  учитывали  характер  и 
массивность роста, изменение цвета питательной сре-
ды. Проводили микроскопию мазка выросших культур, 
окрашенных по Граму.

Исследование и оценка результатов бактерицидной 
активности остеопластического матрикса проводились 
в  соответствии  Клиническим  рекомендациям  «Опре-
деление  чувствительности  микроорганизмов  к  анти-
микробным препаратам» (версия 2018-03).

Параметры метода. Питательная среда: агар Мюл-
лера-Хинтон.  Инокулюм:  для  приготовления  иноку-
лята  использовали  метод  прямого  суспендирования  в 

стерильном  изотоническом  растворе  колоний  чистой 
18–24-часовой культуры бактерий, выросшей на плотной 
неселективной питательной среде (МПА). Плотность су-
спензии – 0,5 по стандарту мутности МакФарланда. Ин-
кубация: 35 ± 1 °С, 18 ± 2 ч. при обычной атмосфере. 

Учёт результатов. Бактерицидную активность ма-
трикса с антибиотиком считали выраженной в том слу-
чае, если зона подавления роста тест-микроорганизмов 
вокруг матрикса с антибиотиком составляла не менее 
25 × 30 мм. Учет проводится в отраженном свете. При 
измерении зоны подавления роста ориентировались на 
зону полного подавления видимого роста.

Всего выполнено три серии тестов  in vitro. Тести-
ровали  контрольные  образцы,  не  импрегнированные 
антибиотиком,  и  две  серии  опытных  образцов  с  им-
прегнацией антибиотиков по технологии 1 (Т1) и тех-
нологии  2  (Т2). В  каждой  серии  опытов  тестировали 
по  6  костных  блоков.  Статистическое  оценивание 
между тестами опытной и контрольной серий прово-
дили с применением непараметрического критерия χ2. 
Критический уровень значимости при проверке стати-
стических гипотез в данном исследовании принимали 
равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кинетика высвобождения ванкомицина из костных 
блоков. По результатам оценки вымывания антибиотика 
из костного матрикса обнаружено, что выход ванкомици-
на из материала, выполненного по технологии 1, после 
24 часов инкубации составил более 98 % от исходного со-
держания в матриксе. Остаточное содержание антибио-
тика в среднем составляло 1,75 %. Таким образом, данная 
технология  импрегнации  позволяет  получить  костные 
блоки с «быстрым» высвобождением антибиотика.

В свою очередь, количественные показатели кине-
тики  высвобождения  ванкомицина  из  блока,  выпол-
ненного по  технологии  2,  значительно  отличались  от 
образца первой серии (табл. 1).

Обнаружено,  что  использование  промежуточного 
носителя  (L/D  изомер  полилактида)  по  технологии 2 
позволяет  получить  материал  с  дозированным  про-
лонгированным  выходом  ванкомицина.  В  частности, 
выход препарата шел достаточно большими равномер-
ными порциями в течение первых 14 дней (68,16 % от 
всего уровня импрегнированного антибиотика). После 

30 дней инкубации остаточное содержание препарата в 
костном блоке составило около 22 %. Это может свиде-
тельствовать о двухфазном выходе антибиотика: снача-
ла из поверхностных пор при деградации полилактид-
ной пленки, образовавшейся на поверхности костных 
блоков в процессе обработки и удерживающей препа-
рат, а затем уже из глубоких пор непосредственно при 
биорезорбции материала.

Оценка антимикробной активности костного ма-
териала in vitro.  Результаты  оценки  антимикробной 
активности костного материала, выполненного по тех-
нологиям 1 и 2, представлены в таблице 2. Как видно 
из полученных результатов, протестированные изделия, 
насыщенные антибиотиками по двум разным техноло-
гиям, проявили выраженный антимикробный эффект в 
отношении S. aureus. При этом стоит отметить, что зона 
ингибирования роста S. aureus для костного матрикса, 
выполненного по технологии 2, была статистически зна-
чимо больше, чем в аналогичном опыте с использовани-
ем блоков, выполненных по технологии 1.

Таблица 1
Кинетика высвобождения ванкомицина из материала, выполненного по технологии 2

Сутки инкубации Средний выход ванкомицина 
в % от начального содержания

2 19,11
5 16,71
8 16,10
11 14,53
14 1,71
17 4,13
20 0,45
23 0,37
26 3,70
30 1,02

Остаточное содержание, % 22,00
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Таблица 2
Бактерицидная активность костного матрикса, импрегнированного антибиотиком по технологиям 1 и 2, 

в отношении Staphylococcus aureus

Костный матрикс Зона ингибирования роста, мм Бактерицидный эффект (число блоков)
Блок с ванкомицином, Т1 28 × 31 бактерицидный эффект выраженный (n = 6)*
Блок с ванкомицином, Т2 28 × 35** бактерицидный эффект выраженный (n = 6)*
Контроль – блок без антибиотика 0 бактерицидный эффект отсутствует (n = 6)

Примечание: * – достоверные отличия от блоков контрольной серии при р < 0,001. ** – достоверные отличия от блоков Т1 при р < 0,05.

ОБСУЖДЕНИЕ

Для костной пластики ксеноматериалы представля-
ются перспективной альтернативой ауто- и  аллотран-
сплантатам  [1,  4].  Совершенствование  данного  вида 
изделий  связано  не  только  с  получением  высокоочи-
щенной ксеногенной кости, но с разработкой матери-
ала,  содержащего  в  своей  матрице  биоактивные  ве-
щества,  качественно  улучшающие  его  биологические 
характеристики,  в  том  числе  и  его  антимикробные 
свойства [14].

Внедрение  в  костный  матрикс  биоактивных  ве-
ществ  без  потери  их  активности  является  сложной 
задачей, которую можно решить способами, основан-
ными на учёте их физико-химических свойств и осо-
бенностей структуры костного матрикса.

При разработке материала по технологии 1 мы ис-
ходили из того, что ксеногенная кость по своей струк-
туре уже имеет необходимую природную пористость, 
которая  достаточна  для  обеспечения  заполнения  пор 
(адсорбция)  антибиотиком  из  водного  раствора.  Как 
показали наши исследования, данный метод импрегна-
ции  действительно  дает  возможность  внедрить  опре-
деленное  количество  антибиотика  в  костные  блоки, 
которое, однако, очень быстро, в течение суток, будет 
выделено из кости в гидрофильную среду.

Понимая, что принцип такой импрегнации  заклю-
чается в насыщении имеющихся природных пор кости 
антибиотиком, из которых он быстро вымываться, во-
прос об увеличении скорости высвобождения веществ 
из кости и соответственно эффективности пролонгиро-
ванного действия полученного изделия требовал даль-
нейшего решения.

В этом направлении нами разработана технология 
получения  ксеноматериала,  насыщенного  антибиоти-
ком  с  помощью  метода  сверхкритической  импрегна-
ции в атмосфере сверхкритического диоксида углеро-
да, обеспечивающего абсорбцию антибиотика во всём 

объеме материала. Основной проблемой, возникающей 
при импрегнации биологически активных веществ по 
данной технологии,  являлась низкая растворимость в 
среде полярных соединений, к которым и относятся во-
дные растворы антибиотиков. Возможным решением в 
данной ситуации для создания медленного выделения 
препарата являлся отказ от водных растворов и исполь-
зование промежуточного носителя. В качестве такого 
носителя  промежуточного  носителя  лекарственной 
субстанции нами был выбран L,D–полилактид.

Наши результаты показали, что благодаря исполь-
зованию  промежуточного  носителя,  в  данном  случае 
L/D изомера полилактида,  цель получения материала 
с дозированным пролонгированным выходом ванкоми-
цина была достигнута.

При  тестировании  материала  in  vitro  нами  было 
показано,  что  особенности  кинетики  высвобождения 
ванкомицина из материала (98 % высвобождения анти-
биотика для Т1 и около 19 % для Т2 в течение первых 
суток),  выполненного  по  технологиям  1  и  2,  способ-
ствовали  тому,  что  оба  ксеноматериала  эффективно 
подавляли  рост  S. aureus.  Однако  более  длительное 
высвобождение антибиотика и достаточно высокое его 
остаточное содержание (22 % от исходного) для образ-
ца, выполненного по технологии 2, делает его предпо-
чтительнее  для  задач  клинической  практики.  Тем  не 
менее, материал, выполненный по технологии 1, также 
может  иметь  место  для  применения  в  случаях,  когда 
необходимо достаточно быстро создать высокую кон-
центрацию антибиотика в месте имплантации, напри-
мер при заполнении инфицированных дефектов.

Очевидно,  что  окончательная  оценка  биосовме-
стимости  и  антимикробной  активности  полученного 
предложенными  способами  модифицированного  ксе-
номатериала  требует  дальнейшей  экспериментальной 
проверки в исследованиях in vivo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработанные  технологии  импрегнации  ванко-
мицина в ксеногенный костный матрикс позволяют 
получать  новый  модифицированный  материал  для 
костной  пластики  с  выраженной  антимикробной 
активностью. При  этом  различия  кинетики  высво-

бождения  антибиотика  из  материала  приводят  к 
необходимости  дифференцировать  показания  к  их 
практическому  применению,  что,  как  ожидается, 
позволит  повысить  клиническую  эффективность 
изделия.
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